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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

<§) Anordnung und Verfahren zur Herstellung planarer Arrays mit immobilisierten Molekulen 
@ Mit dem erfindungsgemaften Verfahren werden auf 

planaren Substraten oder plana ren Sensorelementen auf 

definierten und separierten Flachen unterschiedliche Bio- 

molekiile durch chemische Reaktionen auf derOberflache 

als Arrays erzeugt. ErfindungsgemaK werden zu r Auf nah- 

me unterschiedlicher Reaktionslosungen dreidimensio- 

nale Mikrokompartiments oder Mikrokapillarreaktoren 

mit Gffnungen uber den Arraypositionen auf dem Sub- 

strat befestigt oder mittets Masken- und Atztechniken er- 
zeugt Die Mikrokompartiments werden als topfartige ein- 

zelne Reaktoren oder als Mikrokapillarreaktoren verbun- 

den durch Kanale, die die Kapillarkraft nutzen, ausgebil- 

det. Sie bestehen aus polymeren oder mineralischen oder 

metallischen Materialien. Aus Ldsungen, die in die Kom- 

partiments eingebracht werden, werden durch chemi- 

sche Bindung unterschiedliche Molekule auf dem Boden 

der Kompartiments bzw. Mikrokapillarreaktoren immobi- 

lisiert. Nach erfolgter Immobilisierung der Molekularrays 

konnen die Mikrokompartiments mechanisch oder che- 

misch wieder entfernt werden. Dadurch werden storende 

mechanische Barrieren bei fluidischen Prozessen vermie- 

den. Als Hilfsmittel zur Beschickung oder Entleerung der 

Mikrokapillarreaktoren mit Flussigkeiten ist ein Stem pel 

beschrieben. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft planare Substrate oder planare Sen- 
sorelemente, auf denen flachig abgegrenzt verschiedene 
Biomolektile als sogenannte Arrays angeordnet werden. 5 
Diese Anordnung findet als Teil von MeBeinrichtungen be^ 
vorzugt in der chemischen Analytik, in der Biotechnologie 
und in der industrieilen ProzeBkontrolle Verwendung. Au- 
Berdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Herstellen 
des vorgenannten Arrays sowie die Anwendung derselben. 10 

Zur Immobilisierung und Lokalisierung verschiedener 
Arten chemischer Spezies in kleinen, lokalen Arealen sind 
sek langem Mikroreaktoren, auch Mikrokompartiments 
oder Mikrokavitaten bekannt [Micro Total Analytical Sy- 
stems; Eds. von den Berg, A. and P. Bergveld, Kluwer Aca- 15 
demic Publishers, London 1995; J. W. Parce, et al., Science 
246(1989)243; P.. Beyer Hietpas und Ewing, A.G.J. Liq. 
Chromatogr., 18(1995)3557; M. Jansson ct al., Chromatogr. 
626(1992)310; L. A. Holland, und Jorgenson, J/W., Anal. 
Chem. 67(1995)3275; C. D. T. Bratten et al., Anal. Chem. 20 
i59(1997)253], die in Silizium und Glas mit Standardverfah- 
ren.der Mikrosystemtechnik erzeugt werden [G. T. A. Ko-- 
vacs et al., Anal. Cheni. 68(1996)407A; H. Mensinger et al., 
in Micro Total Analytical Systems; Eds., von den Berg, A. 
and P. Bergveld Kluwer Acadenuc Publishers, London 25 
.1995, S 237; L. J. Kricka und Wilding, P. In Handbook of 
Clinical Automation, Robotics, and Optimisation, Rost, 
G. J.], als geatzte Strukturen in Si- oder Glas-Mikrosystem- 
technologie sowie in Kunststoffen iiber Prageverfahren. Zi- 
tat 11: Emmer, A.: Rbeiraade, J.: Lindberg; U.: Hok, B. J. Zi- 30 
tat 12: Holland; L. A.; Jorgenson, J. W. Anal. Chem. 1995, 
67, 3275 Bratten, C. D.T.; Cobbold, P. H.: Copper, J. M. 
Anal. Chem. 1997, 69, 253] in Silizium und Glas mit Stan- 
dard-Mikrosystemtechniken erzeugt werden [Zitat 14 16]. 
Biebuyck und Whitesides, Langmuir 1994, 10, 2790 be- 35 
schreiben solche Anordnungen von Mikrokavitaten zur Aiif- 
nahme von Tropfen kondensierter Flussigkeiten/ 

R. A. Clark et. al. Anal. Chem. 69(1997)259 beschreiben 
eine fotolithografische Technik zur Erzeugung kleinster se- 
parierter Mikrokavitaten in Polystyrol. Auch die geatzten 40 
Enden in polymere eingebetteter Faserbundel' wurden als 
Mikrokavitaten genutzt [K. S. Bronk und Walt, D. R., Anal. 
Chem. 66(1994)3519], 

Das Auf- bzw. Einbringen verschiedener Losungen' von 
Molekiilen in Mikrokavitaten lafit sich gut mit Mikropipet- 45 
ten ausfuhren [M. Gratzl und Yi, C. Anal. Chem. 65 (1993) 
2085; C. Yi und Gratzl, M. Anal. Chem. 66(1994)1976; C 
YI et al., Anal. Chem. 68(1996)1580 sowie R. A. Clark et 
al., Anal. Chem. 69(1997)259. 

Im US Patent 5605662 ist die Bildung mikrostrukturierter ■ 50 
Areale von gelbedeckten Elektroden zur Aufnahme ver- 
schiedener Molekiiie, wie NukJeotide beschrieben und die 
Beschickung mit Flussigkeiten aufgezeigt. 

Charakteristische Nachteile der vorstehend beschriebe- 
nen dauerhaften Mikrokavitaten, bzw. Kompartimentstruk- 55 
turen zur Herstellung von Bioarrays sind die bestehenden 
mechanischen Hindernisse auf der Oberflache der Substrate. 
Notwendige gleichmaBige Reagentienzufuhrung bzw. Spul- 
vorgange konnen in Mikrokavitaten schlecht realisiert wer- 
den, da hohe Kapiliarkrafte den Russigkeitsaustausch be- 60 
hindern konnen und so bei aufeinanderfolgenden Reaktions- 
schritten unerwiinschte Verunreinigungen bewirken. Dar- 
uber hinaus wird die Befullung der Mikrokavitaten beson- 
derns bei Si- und Glasoberflachen durch Luftblasenbildung 
crschwcrt. Tcchnologischcn Schwicrigkcitcn und Kostcn- 65 
nachteile entstehen insbesondere, wenn es notwendig ist, 
chemische oder physikalische Sensorelemente in oder unter 
die Mikrokavitaten individuell zu plazieren. Ein weiterer 
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Nachteil der dauerhaft volumenkompartimentierten Mikro- 
arrays ist die Schwierigkeit, Analyte homogen und gleich- 
mafiig in alle Mikrokompartiments zu verteilen undgegebe- 
nenfalls wieder zu entfernen. 

In Science 264(1994)696 wurde von R. Shighvi et. al. ein 
elastomerer Polysiloxan-Stempel zur Abformung mittels fo- 
tolithografischer Techniken beschrieben, mit dem durch 
Drucken und Abstraktionsverfahren mittels thiolderivati- 
sierter Fetts^uren molekiilstrukturierte Arrays hergestellt 
werden konnen. Durch das Abstempeln dieses Stempels auf 
Goldsubstraten konnen sich selbstorganisierende monomo- 
lekulare Schichten entsprechend der Form.des . Stempels 
ausbilden, die als Barriere fur aufwachsende Zellen nutzbar 
waren. Eine Weiterentwicklung dieser Technologie, auch 
Microcontact-printing genannt, wird in Nanotechnology 
7(1996)452 beschrieben. Dabei konnen Goldflachen durch 
Stempel mit MonomolekilUagen beschichtetet und als 
Schutz vor chcmischcm Abatzcn genutzt werden, um zwi- 
schen den Stempelbereichen liegende Substratgebiete bis in 
den nm-Bereich zu strukturieren. Zusatzlich konnen danach 
von Gold- und Metall befreite Flachen im Silizium oder 
Glas chemisch geatzt werden, so daB mikromechanisch er- 
zeugte Vertiefungen oder Mikropompartiments mit Geome- 
trien zwischen wenigen nm und einigen urn gefertigt werden 
konnen. Eine weilere Variante dieses Mikrokontaktprinlings 
wird in Kombination mit Trockenatzverfahren beschrieben 
[Nanotechnology 7(1996)447]. 

Von makroskopischen Auftupfen ist das Aufsetzen minia- 
turisierter Ringe auf Chipoberflachen abgeieitet, auf die vor- 
her entsprechende Molekiiie durch Tauchen aufgebracht 
wurden [531. Rose, J. Ass. Lab. Autom. 3, 3(1998) 53]. Die 
Kontaminationsgefahr ist bei dieser Methode erheblich. 

Das sogenannte Mikrokontaktdrucken, d. h. das Ubertra- 
gen von Molekiilen mittels Mikrostempel wurde von A. Ru- 
mar und G. M. Whitesidess [Appl. Phys. Lett. 
63(1993)2002] beschrieben. 

Nachteile der Stempeltechniken sind mangelnde Kanten- 
prazision und Inhomogenitaten bei der Flachenverteilung 
der Molkiile insbesondere mit zunehmender Stempelflache. 

R. M. Wadkins et al., Biosensors & Bioelectronics 
13(1998)407 stellten temporar 0,2 mm hohe Mikrokompar- 
timents durch Photostrukturierung eines fliissigen polyme- 
ren Klebers und einer komplizierten manuellen Watte- 
bausch/Aceton-Prozedur her. Nfit konventionellen Immobil- 
sierungsverfahren wurden dann verschiedene Antikorper an 
den Boden der Kompartiments gebunden und danach die 
Kompartiments durch Ablosen mit Protein-Salzlosung be- 
seitjgt. 

Obwohl Wadkins et al. eine Losung fiir das anschlie6ende 
Beseitigen der Kammern anbieten, erlauben hier sowohl die 
verwendeten chemischen Komponenten als auch die be- 
schriebenen Verfahrensschritte keine technologische Kom- 
patibilitat, d. h. Massenfertigung mit industrieilen Standard- 
methoden z. B. auf Wafern. 

Lokalisierte Substanzarrays konnen auch durch die Ver- 
wendung einer Mikrovernebelungstechnik erzeugt werden 
• [M. Gratzl und Yi, C. Anal. Chem. 65(1993)2085; C. Yi und 
Gratzl, M. Anal. Chem. 66(1994)1976; C. Yi et al., Anal. 
Chem. 68(1996)1580]. Die lokalisierte Aufbringung klein- 
ster mikroskopischer Tropfen von Flussigkeiten mit ver- 
schiedenen Substanzen ist nach Biebuyck und Whitesides 
[Langmuir 10(1994)2790] ebenso auf strukturierte, soge- 
nannte "self assembled monolayers" moglich [R. A. Clark et 
al., Anal. Chem. 69(1997)259]. 

Auch die Befullung mit Mikrotropfchcn nach Art der all- 
gemein bekannten Tintenstrahldrucktechniken ist ublich 
und wird haufig verwendet. 

Zum Absetzen von sogenannten Mikrospots auf planare 
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Trager und Transducer beschreiben auch A. V. Lemmo et aL 
in Anal. Chem. 69(1997)543 analoge TintenstrahLtechnolo- 
gie. 

Das sogenannte Mikrokontaktdrucken, d. h. das Ubertra- 
gen von Molekiilen mittels Mikrostempel wurde von A. Ku- 5 
mar und G. M. Whitesidess [Appl. Phys. Lett. 
63(1993)2002] beschrieben. 

Fur die Erzeugung von planaren Arrays mit unterschiedli- 
chen immobilisierten Molekiilen beschreiben Blanchard et 
al., Biosensors & Bioelectronics 11(1996)687 das Absetzen 10 
von Fliissigkeitstropfen mit Tintenstrahldrucktechnologie 
auf ca. 100 urn groBe Kreisflachen mit hydrophilen Oberfla- 
cheneigenschaften, die durch ca. 30 um breite Bereiche mit 
hydrophoben Oberflacheigenschaften getrennt sind. Durch 
die schlechtere Benetzbarkeit der hydrophoben Bereiche mit 15 
wassrigen Fliissigkeiten soli die Vermischung benachbarter 
Tropfen verhindert weren. Da hydrophile und hydrophobe . 
Bereiche kcinc Hohcnuntcrschicdc aufweisen,' blcibt dic \ 
Gefahr .mechanisch verursachter Kontamination besonders 
bei den angestrebten schnellen und automatisierten Verfahv 20 
ren der Beschickung bestehen und schrankt die Anwendbar-,. , 
keitein. 

Bei den beschriebenen Verfahren zur Arrayerzeugung auf 
planaren Elemente mit den genannten Mikrospotrr, Nebel- . 
oder Druckverfahren ist rasches Anlrocknen der- verwende-* 25 
ten Riissigkeiten und Reaktionspartner notwendig, um eine 
Vermischung zu vermeiden. Probleme dieser Verfahren sind 
geometrische UnregelmaBigkeiten der Spots, AusschmB 
von quantitatiyer Dosierung auf individuelle Positionen und 
Einschrankung, der anwendbaren Kopplungsreaktionen in, 30 
fliissiger Phase so.wie die mogliche Verschleppung von Sub- 
stanzen zwischen einzelnen Arraypositionen. 

Ein weiteres Verfahren zum strukturierten Belegen von 
Oberflachen ist die fotochemisch induzierte Bindung von 
Molekiilen oder Molekiilketten an laseraktivierte Mikrofla- 35 
chen [A. C Pease t et al., Proc. Nad. Acad. Sci., USA 
91(1994),5022]. ■,' , 

Eine weitere Methode zur selektiven Aufbringung organi- , 
scher Haft- und Kopplungsschichten ist die Elektropolyme- 
risation, beispielsweise fur die Bindung von Ferrocenen auf 40 
Platinelektroden [G.N. Ramau et al. in Anal. Chem. 
66(1994)994]. t 

Eine neuere Methode zur.Herstellung und zum Fullen von 
Mikrokavitaten in nm- und pm-Dimensionen ist <iie sog. 
. "Dewetting ,, -Technik, die Kapillarkrafte zum Befiilien und 45 
das AbflieBen der Flussigkeit von der planaren Oberflache 
nutzt [Whitesides et al., Anal. Chem. 70(1998)2280]. 

Durch perforierte Membranen, die auf Chipoberflachen 
aufgedruckt werden, sind an den offenen Stellen Immpbili- 
sierungsreaktionen an den Oberflachen in fliissiger phase 50 
mbglich [E. Ermantraut et ai., Proc. of uTAS J9S,i Alberta, 
Can., 19998, p. 2171 Dieses Verfahren birgt £ontaminati- 
onsprobleme durch Kapillarkrafte zwischen StempeL und ; 
Arrayoberflache, die Fehler bei Synthese- oder IfnmobilisieT 
rungsreaktionen hervorrufen konnen. . , * 55 

Die Bewertung der beschriebenen Verfahren zur Bioar- 
raykonstruktion zeigt den Bedarf fur eine Optirnierung in 
Bezug auf technologisch kompatible und leistungsfahige 
Dosierverfahren ohne Kontaminationsprobleme in Verbin- 
dung mit einer giinstigen Handhabung des fertiggestellten 60 
Arrays in Fliissigkeiten. 

Die Modifizierung und Belegung anorganischer Oberfla- 
chen mit (polymeren) Biomolekiilen wird in einer vielfalti- 
gen Art und Weise durchgefUhrt, wobei diese als Einzel- 
schicht oder als Multilayer durch kovalcntc Anbindung, Ad- 65 
sorption, Einlagerung in Polymere oder als kristalline Filme 
aufgebracht werden. Zur chemischen Anbindung werden bi- 
funktionelle Reagenzien verwendet, um die anorganische 


Oberflache des Basissubstrats rnit chemischen Funktionen 
zu versehen, welche mit Biomolekiilen reagieren konnen. 
Die nachfolgende Anbindung der Biomolekule kann zum ei- 
nen in direkter Weise oder auch zum anderen in indirekter 
Weise unter Verwendung weiterer homo- oder hetereobi- 
funktioneller Molekule an die derivatisierte Oberflache er- 
folgen [C. F. Mandenius et al., Methods in Enzymology 
137(1988)388]. 

Weit verbreitet ist die Haftschichterzeugung auf Oberfla- 
chen mit funktionalisierten Silanen als Monoschichten 
[C. M. Fischer et al., Europhysics Letters 28 (2) (1994) 
129-134] uber gasfbrmig oder in fliissiger Phase auf ge- 
brachte quervernetzten Schichten [R. A. Williams et al., 
Biosensors & Bioelectronics 9(1994)159], An diese Silan- 
derivate, die Amino-, Thiol-, Aldehyd-, Hydroxyl-, CV 
boxyl- oder andere funktionelle Gruppen tragen k6nnen, 
werden meist mit Hilfe von Crosslinking-Techniken [H. G. 
Baumcrt and H. Fasold, Methods in Enzymology, Vol. 172, 
p. 584] verschiedenste andere Verbindungen mit passenden 
reaktiven Gruppen kovalent gebunden. Auf diese Weise sind 
; alle als affinitatsbindende Fangermolekiile geeigneten bio- 
aktiven Substanzen wie Oligonukleotide, Peptide, Haptene 
und andere auf den Elektrodenflachen zu immobilisieren. 

Die aufgezeigten Verfahren stehen ftir Standardmetho- 
den, die es erlauben, DNA, OligonukJeodde, Proteine und 
andere Molekule auf Arraypositionen zu immobilisieren. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren 
zur Verfugung zu stellen, das es gestattet, auf planaren Sub- 
straten Bioarrays auszubilden, die technologisch kompatibel 
zur mikroelektronischen Chiphersteliung hergestellt wer- 
den. Sie sollen im Waferverband die Immobilisierung von 
Biomolekulen erlauben, Kontaminationsprobleme minimie- 
ren und homogen zuganglich und unproblematisch fur die 
, fluidische Handhabung sein. 

ErfindungsgemaB werden dazu Mikrokompartiments 
oder Mikrokappillarreaktoren verwendet, in denen Molekii- 
Urnmobilisierungen in Massenfertigung realisiert werden 
konnen, die aber nach erfolgter Bindung von Molekiilen bei 
Bedarf vom Trager oder Sensor wieder entfernt werden kon- 
nen. In einer besonderen Ausfiihrung werden permanente 
Mikrokompartiments mit niedrigem Aspektverhaltnis (Hd- 
he/Durchmesser) aufgezeigt, die besondere Schutzvorrich- 
tungen gegen Vermischungen aufweisen. 

Preiswerte Herstellung durch Technologien der Halblei- 
terindustrie sowie komfortable Handhabung sind Merkmale 
der Erfindung. 

Die Erzeugung separierter Mikrokompartiments auf Sili- 
ziumbauelementen ist dann hilfreich, wenn ein Sensorarray 
mit unterschiedlichen Molekiilen z. B. DNS oder RNS bzw. 
ihren Bausteinen oder Proteinen oder Peptiden oder anderen 
affinitatsbindenden Molekiilen belegt. werden sollen und da- 
bei Flussigkeitswechsel notig sind. Ln umgekehrten Fall 
sind die Kompartiments aber auch dann notig, wenn in alien 
Mikrokompartiments gleichartige Fangermolekulen gebun- 
den werden, die danacb mit unterschiedlichen Analyten ge- 
testet werden, die unterschiedlicher Stoffe oder zu detektie- 
rende Stoffgemische enthalten. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe dadurch gelost, daS 
auf planaren Substraten insbesondere aus Silizium, (jlas 
oder Keramik, die gegebenenfalls elektrische oder optische 
Sensoren tragen, Mikrokompartiments erzeugt oder befe- 
stigt werden, die naBchemische Verfahren zur Erzeugung 
molekularer Arrays gestatten, ohne daB gegenseitige Konta- 
minationen entstehen. Die Erfindung realisiert die Mikro- 
kompartiments vorzugweisc aus polymeren aber auch aus 
mineralischen oder metallischen Materialien. Die bestim- 
mungsgemaBen Array flachen auf den Substraten oder Sen- 
sorelementen sind dabei. durch Offnungen oder Kanale fur 
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die zu applizierenden Flussigkeiten und Molekule zugang- 
lich. In einer besondercn Ausfuhrungsfonn werden jeweils 2 
Mikrokompartiments durch einen Kanal zu einem soge- 
nannten Mikrokapillarreaktor verbunden. Diese Mikrokap- 
pillarreaktoren sind besonders fur komplexe Reaktionen 5 
Fliissigkeitswechsel gegebenenfalls mittel eines zusatzli- 
chen stempelartigen Flusigkeitsverteilers geeignet. Nach er- 
folgten Immobilisierungen unterschiedlicher Moiekiile und 
gegebenenfalls Waschprozessen werden die Mikrokompar- 
timents bzw. Mikrokappilarreaktoren entfernt. Besonders 10 
vorteilhaft ist dabei, daB auf diese Weise alle mechanischen 
Barrieren fur den Flussigkeitsaustauch zwischen den Array- 
positionen beseitigt werden und fur die Nutzung des Ele- 
mentes wichtige weitere Spiil-, Wasch- oder Detektionspro- 
zesse beschleunigt und verbessert werden. Erfindungsge- 15 
mafi ist die Moglichkeit gegeben, durch Pragung oder Foto- 
lithographie im voraus strukturierte Materialien auf das 
Substrat oder das Scnsorclcmcnt aufzubringen und durch 
Kleben oder HeiBsiegeln oder Eigenadhasion zu fixieren. 
Alternativ dazu konnen Folien oder diinne Platten im Gan- 20 
zen aufgebracht werden. Durch konventionelle' lithographi- 
sche und Atz- Verfahren werden sie dann an den gewunsch- 
ten Arraypositionen geoffhet und vomkompartimentbilden- 
. den Material befreit. v. ■' ' 

Die vorliegende Erfmdung ist besonders geeigneLfur Sen- * 25 
sorelemente, bei denen Arrays verschiedene Molekule, Mo- 
lekulaggregate oder ganzer biologische Zellen auf die ver- 
schiedenen Positionen mit sensitiven optischenoder elektri- 1 
schen Hementen lokalisiert aufgebracht werden miissen. 
Der Vorteil der Erfindung besteht insbesondere darin, da6 30 
das Verfahren gut mit der erprobten Silizium-lechnologie 
sowie der automatisierten Flussigkeitsverteilung mittels 
Dispenser- oder Tintenstrahlverfahren kombinierbar ist. Die 
erfindungsgemaBe Beseitigung der Mikrokompartiments 
nach erfolgter Molekularrayausbildung kann durch mecha- 35 
nisches Entfernen oder chemisches Ablosen so schonend er- 
folgen, daB empfindliche Biomolekiilbeschichtiingen nicht 
beeinfluBt werden. Nach Entfemung der Polymere ist eine 
homogene Benetzung mit Flussigkeiten oder anderen analy- 
tischen Medien ohne storende Oberflachenstruktureri mog- 40 
lich. Die gleichen Verfahren konnen auch benutzt werden, 
urn in alien Mikrokompartiments oder Mikrokappillarreak-. 
toren im Batchverfahren gleiche Molekiilarten zu immobili- 
sieren und sie danach zur analytischen Untersuchung mit - 
unterschiedlichen Analyten bzw. Reaktionspartnern zu be- 45 
schicken. 

Beschreibung der Abbildungen 

Fig. 1 zeigt eine Aufsicht und Schnittbilder eines plana- 50 
ren Sensorarrays mit Mikrokompartiments und-immobili-. 
sierten Molekulen; r. ■ • . 

Fig. 2 zeigt eine Aufsicht und Schnittbilder eines eines 
planaren Arrays mit Mikrokappilarreaktoren und'immobili- 
sierten Molekulen; ■■ ■ ■' 55 

Fig. 3 zeigt eine Aufsicht und Schnittbilder eines eines 
planaren Sensorarrays mit strukturierten Oberfiachen und; 
immobilisierten Molekulen; und 

Fig. 4 zeigt eine Aufsicht und Schnittbilder eines Stem- 
pels zur Handhabung von Flussigkeiten auf einem planaren 60 
Array. 

In Fig. 1 ist die Erzeugung und Anwendung von Mikro- 
kompartiments durch eine strukturierte Polymerbeschich- 
tung auf einem Elektrodenarray in Siliziumtechnologie dar- 
gcstcllt. In Fig. 1 a ist die Aufsicht auf cin Array mit 12 Sen- 65 
sorelektroden 2 auf einem isolierten Siliziumchip 1 darge- 
stellt. Die elektrischen Chipkontakte 10 dienen als An- 
schliisse, mit denen die Elektroden 2 elektrisch kontaktiert 
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werden. Die Leitungsbahnen veriaufen dabei nicht sichtbar 
unterhalb des Polymerfilms 3 und sind separat mit einem 
Isolator (nicht dargestellt) bedeckt. Mit den Flussigkeits- 
tropfen 6 und 7 wird die selektive Dosierung in zwei der 
durch das Polymer 2 gebildeten Mikrokompartiments illu- 
striert. Die Schnittlinie A-A' in der Figur markiert den Be- 
reich, der in den Fig. ■ lb bis If dargestellt ist. 

Fig. lb zeigt im Ausschnitt das Siliziumsubstrat 1 entlang 
der Schnittlinie A-A' mit zwei Elektroden 2 als Sensorele- 
menten, die von einer iiber das gesamte Element aufge- 
brachten Polymerbeschichtung 3 bedeckt ist. Uber dieser 
Polymerschicht ist eine Lochmaske 4 aufgelegt 

Fig. lc zeigt die Anordnung wie in Fig. lb nach der Ent- 
femung des Polymerfilms 3 an den Stellen der OfFnungen in 
der Lochmaske mittels TVockenatzverfahren und nachfol- 
gender iiblicher Entfemung der photolithographische Maske 
4. Die Mikrokompartiments 5 sind als als topfahnliche Ver- 
ticfungen iibcr den Scnsorlcktrodcn 2 ausgcbildct. 

Fig. Id zeigt die Anordnung wie in Fig. lc nach selekdve 
Einbringung bzw. Dosierung der Tropfen 6 und 7 mit gelo- 
sten chemischen Spezies A und B. 

Fig, le zeigt die Anordnung wie in Fig. Id nach chemi- 
scher Anbindung der Molekule A 8 und B 9 bei der Ablo- 
sung des Polymerfilms 3 vom Elektrodenarray. 

Fig. If zeigt den Ausschnitt wie in Fig, le nach Ablosung 
des Polymerfilms 2 und stellt das planare Sensorarray ohne 
mechanische Barrieren dar, das zur analytischen Anwen- 
dung mit immobilisierten Molekularten QA und B benutzt 
wird. 

In Fig. 2 ist die Ausbildung und Nutzung von Mikrokoka- 
pillarreaktoren gezeigt. Dazu wird gemaB Fig. 2a im Schnitt 
B-B' nach Fig, 2e auf dem Siliziumsubstrat 1 eine vorher 
strukturierte Polymerschicht 3 befestigt. Die durch Stanz- 
und Pragetechniken im Polymeren vorgefertigten Mikroka- 
pillarreaktoren bestehen aus den Ein- und Auslafloffnungen 
10 und 11, die durch einen Kanal 13 miteinander verbunden 
sind. • .. 

In Fig. 2b ist der Mikrokapillarreaktor mit einer Losung 7 
durch die EinlaBoffnung 11 befiillt, und die Molekulart B 8 
wird am Boden des Mikrokapillarreaktors immobilisiert. 

Fig. 2c zeigt das mechanische Entfernen der Polymer- 
schicht 3. Es entsteht wie in Fig. 2d gezeigt, ein planares 
Molekularray wie vorstehend fur Fig. If beschrieben. 

Fig. 2e zeigt die Aufsicht auf eine Anordnung von Mikro- 
kapillarreaktoren auf einem Chipsubstrat. Neben den Ein- 
laBoffnungen 11 und den AuslaBoffnungen 12 im Polymer 3 
sind dabei die von oben nicht sichtbaren Verbindungskanale 
13 durch schwarze Strichlinien angedeutet. Die Schnittlinie 
B-B' zeigt deri Querschnitt der in Fig. 2a, 2b, und 2c darge- 
stellt ist. Die Schnittlinie B'-B" zeigt einen mit Fliissigkeit7 
befiillten Mikrokapillarreaktor gemaB Fig. 2b. 

In Fig. 3a ist ein planares Sensorarray mit mikrostruktu- 
rierter Oberflache gezeigt. Auf dem planaren Substrat 1 sind 
neun Mikroelektrodenanordoungen 2- in einer Polymer- 
schicht>3-mit den Sensorarrealen 5, den Kontakten 10 sowie 
einer rnit Riissigkeit 6 befiillten Posidon bei A-A' und gra- 
benartigen Vertiefungen 15 dargestellt. Die Querschnitte der 
Fig. 3b, 3c und 3d entsprechend der Schnitdinie A-A' in Fig. 
3a. In Fig. 3b ist das planare Substrat 1 und die Mikroelek- 
trodenanordnungen 2 sowie die Polymerschicht 3 mit einer 
photlithographischen Maske 14 bedeckt. In Fig. 3c ist durch 
Trockenatzen die Mikroelektrodenanordnung 2 im Sensora- 
real 5 und eine Mikrostruktur mit grabenartigen Vertiefun- 
gen 15 freigelegt. Das Sensorareal 5 ist mit einem TVopfen 
der Flussigkcit 7 befiillt. Fig. 3d stellt einen Ausschnitt cincs 
einsatzbereiten planaren Arrays mit einer Mikrostruktur aus 
grabenartigen Vertiefungen 15 Polymerschicht in der Poly- 
merschicht 3 und der immobilisierten Molekulart 8 dar. 
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In Fig. 4 ist die Ausbildung eines Stempels 20 zur Hand- 
habung von Flussigkeiten auf planaren Arrays 1 rnit Mikro- 
kappilarreaktoren gezeigt. In Fig. 4a ist die Aufsicht auf ei- 
nen Stempel dargestellt, mit dem das Substrat mit. den Mi- 
krokapillarreaktoren, wie sie in Fig. 2d dargestellt sind, 
ganz oder teilweise bedeckt werden konnen. In der Aufsicht 
Fig. 4a ist dabei eine EinlaBoffhung 16 und zwei AuslaBoff- 
nungen 17 zu sehen. Die schwarzen Linien markieren die 
Hohlraume innerhalb des Stempels, die gemaB Fig. 4b Ein- 
laBverteilerkanale 18 und zwei AuslaBverteilerkanalekanale 
19darstellen. Die weiBen Strichlinien zeigen an, wie die Mi- 
krokapillarreaktoren nach Fig. 2d unter dem Stempel ange- 
ordnet sind. Im QiierschnittFig. 3b ist ein Stempel 20 auf ei- 
nen Sensorarray 1 rnit den Mikrbkapillarreaktoren aufge- 
setzt. Die EinlaBoffhung 16 des Stempels ist iiber den Ein- 
laBverteilerkanal 18 und den EinlaBoffbungen 11 der Mikro- 
kapillarreaktoren angeordnet. Oberhalb der AuslaBoffnun- 
gen 12 der MikrokapiUarrcaktorcn befinden sich AuslaBvcr- 
teilerkanale 19, die alle AuslaBoffnungen 12 rnit den Aus- 
laBoffnungen 17 des Stempels verbindet Bei Applikationen 
von Flussigkeiten werden durch die EinlaBoffnungen 16 des 
Stempels iiber die EinlaBverteilerkariale 16 und die'EinlaBr 
offnung 16 die Mikrokompartiments gefullt. Durch die Ver- 
bindungskanale 13 der Mikrokapillarreaktoren flieBt - die^ 
Russigkeit iiber die AuslaBoffnungen 12 in die Auslafiver- 
teilerkanale 19 des Stempels zu den AuslaBoffnungen 17 des 
Stempels an denen die Fltissigkeit wieder entnommen wer- 
den kann. 

Detaillierte Erfindungsbeschreib ung 

Das Prinzip der Erfindung besteht darin, daB auf eiriem. 
planaren Substrat z. B. aus Silizium, Glas, Keramik oder or- 
ganischen.Polymeren oder analogen planaren Elernenten, 
die mit chemischen, optischen oder elektrischen.Sensoren 
bestiickt sind, verschiedenene Biomolekiile, wie Peptide, 
Proteine, Oligonukleotide oder Nukleinsauren auf deflnier- 
ten abgegrenzten Flachen sicher und abgegrenzt irnmobili- 
siert werden. Dazu werden auf den vorgesehenen Flachen 
der Substrate oder Sensorelemente Mikrokompartiments 
und in einer alternativen Ausfuhrungsvariante Mikrokapil- 
larreaktoren erzeugt, die Losungen mit unterschiedlichen 
Molekiilen aufnehmen konnen, ohne daB sie sich miteinan- 
der verrnischen. Mittels gebrauchlicher chemischer Kopp- 
lungsreaktionen, wie z. B. bifiinktionelle Reagentien, wer- 
den die Molekiile an die Oberflachen der Substrate oder 
Sensorelemente gebunden, d. h: immobilisiert. 

FUr die Erzeugung von Mikrokompartiments in kreisfor- 
miger, quadratischer oder beliebiger ' anderer Geometrie 
werden poly mere aber auch .rnineralische oder metallische 
Werkstoffe benutzt. Im Falle von Polymeren, wie Polysiio- 
xanen, Polyamiden, Polymethacrylaten, Polycarbonaten, 
Polystyrolen o. a. werden diese auf die planaren 'Substrate 
oder die plananren Sensorelemente, die einen kompletten 
Siliziumwafer.oder eine.Glasplatte oder auch einen einzel- 
nen Chip darstellen konnen, aufgebracht und befesugt. Die 
Haftung der Materialien : fur die Mikrokompartiments wird 
entweder durch Eigenhaftung oder durch HeiBsiegelverfah- 
ren oder durch LaserpunktschweiBen oder durch zusatzliche 
Klebstoffe erreicht. Durch Abstimmung der Eigenschaften 
von Substrat und Polymer sowie der Befestigungsmethode 
wird die Moglichkeit der Wiederentfernung erreicht. Dazu 
werden z. B. Poly mere mit entsprechenden Haftungseigen- 
schaften sowie mit ausreichender Resistenz gegen die be- 
nutztcn Russigkcitcn ausgcwahlt. ErfindungsgcmaB werden 
die Polymerfolienen, Polymerfilme oder diinnen Polymer- 
platten vorab mit den vorgegebenen Offnungen versehen 
und danach auf Substrat oder Sensorelement befestigt, so 
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daB die vorgesehenen sensorisch genutzten Flachen frei von 
Polymer bleiben und ein Mikrokompartiment-bilden. Die 
entsprechenden Offnungen werden bevorzugt durch Stanz- 
prozesse oder auch fotolithographisch oder mitl.ochmasken 
5 z, B. in Kombination mit TVockenatzverfahren hergestellt. 
Dadurch wird das in Fig. la dargestellte Element in einem 
ProzeB erhalten, der zur Massenproduktion geeignet ist. 

Diese Methode hat den Vorteil, daB empfindliche Oberfla- 
chen und Sensorelemente, wie optische Gitter oder auch 

10 Elektroden vom Kontakt mit Fremdstoffen freigehalten wer- 
den und man auf diese Weise Kontamination bzw. Verunrei- 
nigung der empfindlichen Oberflachen vermeidet. 

Analoge Mikrokompartiments konnen aLtemativ auch 
durch Aufkleben von dunnen Silizium-, Glas-, Metall- oder 

15 Keramikplatten hergestellt werden. Diese Werkstoffe wer- 
den mit Standardprozessen der Mikrosystemtechnik struktu- 
riert und durch wiederablosbare KlebstofTe, wie sie etwa bei 
Etikcttcn ublich sind oder auch hciBsicgclndc Polymcrc auf 
den Substraten oder Sensorelementen befestigt. 

20 ErfindungsgemaB kann in einer anderen Ausfuhrung, wie 
in Fig. la gezeigt das Polymer 3, in dem die Mikrokompar- 
. \ timents erzeugt werden auch in unstrukturierter Form als 
Ganzes auf dem Substrat oder einem Sensorelement wie 
- vorstehend beschriebenen befestigt werden. Zur Strukturie- 

25 rung dieser Poiyuierschichl wird danach mitlels Fotolack 4 
" und konventioneller Lithographie oder durch Lochmasken 
<- die gewiinschten Flachen uber den Sensorelementen, die die 

- Mikrokompartiments definieren, freigelegt. Nachfolgend 
. wird z. B. durch Anwendung von Trockenatzverfahren das 

-30 Material iiber den Sensorelementen entfernt und es entste- 
hen die Mikrokompartiments. 

•Als Ergebnis beider Verfahren, sowohl mit vorstrukturier- 
ten als auch mit auf den Subtraten strukturierten Materialien 
erhalt man dann ein Substrat oder Sensorelement, das Mi- 

35 krokompartiments in Form von kleinen Topfchen bzw. 
Kammern mit Durchmessem bzw. Hohen zwischen ca. 

. ' 0,2 urn bis mehreren 100 pm aufweist. 

Die so hergestellten Substrate oder Sensorelemente mit 
* den Mikrokompartiments 3 konnen jetzt wie in Fig. lc dar- 

40 gestellt mit beliebigen Ldsungen beftillt werden. Das Volu- 
men der erzeugten Mikrokompartiments ist dabei den Do- 
siermitteln wie Mikropipetten, Tmtenstrahltechnik oder an- 
. deren Dosiertechniken sowie den vorgesehenen chemischen 
Reaktionen bzw. den gegebenen Sensorfunktionen ange- 

45 paBt. Die Russigkeitsvolumina variieren vorzugs weise zwi- 
schen ca. 5-500 pi bei Piezodosieren und ca. 1 nl bis meh- 
rere ul bei Pipetttereinrichtungen. Mit den Dosierfliissigkei- 
ten werden sowohl mit Reagentien zur Immobilisierung als 
auch verschiedene Biomolekiile in die verschiedenen Mi- 

50 krokompartiments appliziert. 

Die vorgesehenen Oberflachen werden mit kurzkettigen 
reaktiven bifunktionellen Molekiilen aus der Losung oder 
^aus der Gasphase'in Reaktion gebracht. Beispiele fur diese 
Molekiile sind im Prinzip alle Molekiile, die rnit dem anor- 

55 ganischen Substrat (Silizium, Si02, SiON x , Glasvarianten) 
reagieren, also Gruppen wie z. B. Chlor-alkyl- oder -arylsi- 
lane, Chloraromaten, Alkoxalkyl-Aarylysilane oder Gemi- 
sche aus diesen Komponenten tragen und die am anderen 
Ende des SpacermolekUls iiber eine zweite reakdve chemi- 

60 sche Gruppe wie z. B. Aldehyd, Isocyanat, Cyanat, Thic- 
cyanat, Thiolderivat oder Thioester verfugen. Zur Ankopp- 
lung beliebiger organischer Molekiile, vor allem Biomole- 
kiile wie RNS- und DNS-Molekiile, Proteine, Peptide und 
Oligonukleotide werden aquivalente Prinzipverfahren be- 

65 nutzt, wic zur Ankopplung der hydrophoben Molckiilrcstc 
beschrieben. Dabei ist auch sowohl die direkte Kopplung als 
auch die Spacerkopplung iiber die genannten Silan- und Ha- 
logengruppen an die Trager- oder Sensoroberflachen mog- 
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lich. 

Als alternative Immobilisierungsvariante kann die selfas- 
sembling-Monoschicht-Bildung von Thiolderivaten, z. B. 1- 
Thiol-n-amino-alkanen, auf Goldoberflachen der Sensoren 
bzw. benachbarter Hilfsflachen in der Nahe der Transducer 5 
angewendet werden. Eine Besonderheit bei der Ankopplung 
von Biomolekulen in den zuvor beschriebenen Arraystruk- 
turen ist die Moglichkeit, im Batchverfahren alle Kavitaten 
gleichzeitig so zu aktivieren, da6 nachfolgend unterschiedli- 
che Molekiilarten in die einzelnen Kompartiments einge- 10 
bracht und, wie vorstehend beschrieben, immobilisiert wer- 
den. 

Dazu kann man wie in Fig. le dargestellt, Mikrokompar- 
timents oder Mikrokapillarreaktoren selektieren und darin 
verschiedene chemische Reaktionen ausfuhren. Nach ausge- 15 
fiihrten chemischen Reaktionen oder nach Immobilisierung 
einer sogenannten MolekUl-Bibliothek kann erfindungsge- 
maB das Polymer 3 vom Substrat oder dem Scnsorclcmcnt 
wieder entfernt werden. Diese kann z. B. mechanisch ent- 
sprechend einem Peeling-ProzeB gegebenenfalls auch mit 20 
thermischer Unterstiitzung entfernt werden. Geeignete Poly- 
mere konnen auch durch Ablosen mit Losungsrnitteln, ge- 
gen die die immobilisierten Molekiile resistent sind, erreicht 
werden. Beispielsweise lassen sich Polymethacrylate, Poly- 
carbonate u. a. mit LosungsmiUeln, wie Aceton oder Essig- 25 
ester entfernen und eine Oligonukleotid-Bibliothek bleibt 
unbeeinfluBt gebiindenen. Werden empfindliche Molekiilar- * 
ten, wie Proteine insbesondere Enzyme, Antikorper oder an- 
dere immobilisiert, ist das reagenzlose und thermisch nicht 
belastende, mechanische Entfernen der Mikrokomparti- 30 
ments von besonderem Vorteil. 

Die Substrate bzw. Sensoelemente weisen nach der Bele- 
gung mit unterschiedlichen Molekulspezies und nach Ent- 
fernung der Kompartimente eine ideal planare'Oberflache 
auf, die den ungehinderten Austausch von Russigkeiten, 35 
Waschprozesse oder hornogene Anaiysenvorgange ermog- 
licht. 

In einer speziellen Ausfuhrungsvariante wird als polyme- 
res Material Teflon als Film analog einem Fotolack auf den 
Siliziumwafer aufgeschleudert und nach Standardmethoden 40 
auf den Wafer durch HaftYermitder befestigt. Wie vorste- 
hend beschrieben wird anschlieBend durch Lochmasken 
oder Fotolithographie das Teflonmaterial von den vorgese- 
henen Positionen entfernt und es entstehen Mikrokomparti- 
ments entsprechend Fig. 1. Die Hohe dieser Mikrokompar 1 45 
timehts betragt in dieser Ausfuhrungsvariante nur 0,5 bis 
etwa 10 um. Wahlt man ein Verhaltnis von Durchmesserder 
Kompartiments zur H5he der Polyfnerschicht von ca. 10 : 1 
oder groBer, konnen die Teflonpolymere auf dem Wafer ver- 
bleiben, ohne ein wesentliches mechanisches Hindernis fur 50 
Spiilprozesse oder Analytzugang darzustellen. Der Vorteil 
der Verwendung dieses Teflons besteht in seinem ausgepragt 
hydrophoben Verhalten. Dabei wirken schon die geririgen 
Randhohen der Mikrokompartiments mit den hydrophoben, 
* d. h. wasserabweisenden Beschichtungen der Zwischen-" 55' 
raume sehr gut als Trennelemente zwischen den einzelnen 
Kompartiments. 

In einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung, insbe- 
sondere bei sehr kleinen Korapartimentvolumina oder bei 
Dosierung schlecht benetzender Fliissigkeiten wird.anstelle 60 
der Mikrokompartiments ein sogenannter Mikrokapillarre- 
aktor hergestellt. Dieser Kapillarreaktor besteht wie in Fig. 
2a dargestellt aus 2 Mikrokompartiments 10 und 11 analog 
wie vorstehend zu Fig, 1 beschrieben, die durch einen kapil- 
larartigcn Kanal 12 mitcinandcr verbunden sind. 65 

Bei dieser Ausfuhrungsform werden die Offnungen und 
die Kanale durch Stanzen und Pragen aus porymeren, mine- 
ralischem oder metallischem Material oder gegebenenfalls 
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durch Kombination von Lithographie und Atzprozessen 
vorgefertigt und wie im vorstehend Fall der Einzelkomparti- 
ments beschrieben auf dem Substrat oder Sensorelement be- 
festigt. Alrernativ werden nur die Kanale vorgefertigt, z. B. 
durch Pragen oder Atzen, und die Ein- und AuslaBofimun- 
gen wie vorstehend fur Mikrokompartiments beschrieben 
erzeugt, 

Diese Anordnung eines Mikrokapiilarreaktors wirkt wie 
ein System kommunizierender Rohren. Durch die geringen 
Abmessungen von Kompartiment und Kanal in Dimensic- 
nen von 1 um bis ca. 1 mm, vorzugsweise 50-500 um, wir- 
ken Kapillarkrafte beim Befullen mit Russigkeiten. 

Wird in eines der Kompartiments, das auch unterschied- 
lich groB als das andere ausgebildet sein kann, eine Flussig- 
keit appliziert, fullt sich durch die Kapillarkraft auch das 
zweite Kompartiment tiber den Kanal spontan ohne zusatz- 
liche Hilfsmittel. Ein weiterer Vorteil ist es, daB die appli- 
zicrtc Fliissigkcit vorhandencs Gas in den Mikrokomparti- 
ments und dem Kanal durch die zweite Offhung verdrangt 
und damit zuverlassig den Verbleib von Gasblaschen ver- 
hindert ErfindungsgemaB konnen in diese Mikrokappillar- 
reaktoren auch Tropfen dosiert werden, die groBer sind als 
die Offhung eines der Kompartiments, weil durch die Kapil- 
larkrafte ein solcher Tropfen spontan eingesaugt wird. Die 
Anordnung des Kapillarreaktors ennoglicht weiterhin auch 
die direkte Befullung aus einer auf eine der Kompartiment- 
offhungen aufgesetzten Kapillare. Nach dem Aufsetzen ei- 
ner solchen mit Fliissigkeit gefiillten Kapillare saugt sich 
das System spontan mit Fliissigkeit voll, ohne daB ein Aus- 
laufen beobachtet wird Neben den besonders einfachen Pi- 
pettiermethoden sind auch Piezo- oder andere Tintenstrahl- 
dosiertechniken zur Befullung anwendbar. Das System des 
Kapillarreaktors kann erfindungsgemaB auch fur die Zufuh- 
rung gleicher Russigkeiten oder' effiziente Riissigkeits- 
wechsel, wie sie haufig bei chemischen Reaktionen oder Irn- 
mobilisierungsverfahren notwendig sind, benutzt werden. 
Im einfachsten Fall wird ein solcher Waschvorgang durch 
das Aufsetzen einer Kapillare zum Dosieren an oder auf eine 
KompartimentofFnung und dem Absaugen mit einer zweiten 
Kapillare aus der zweiten KompartirnentSfftiung realisiert. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform wird photostruktu- 
rierbares Polyimid nach Standardprozeduren als Material 
flir Mikrokompartiments und zusatzlichen grabenartigen 
Strukturen verwendet. 'Wie oben beschrieben werden 
50-200 um hohe Mikrokompartiments photolithografisch 
oder durch Trockenatzen erzeugt. Zusatzlich werden bei 
dieser Ausfuhrungsform* die Sensorareale von ringformigen 
grabenartigen Strukturen in Dimensionen zwischen 10 und 
100 jam Breite umgeben (Fig. 3). Wahlweise konnen wenige 
breitere oder viele entsprechend schmale Strukturen ange- 
ordnet werden.- Der hydrophobe Charakter des Polyimids 
bewirkt, ebenso wie fiir die Beschichtung mit Teflon aufge- 
zeigt, eine abweisende Eigenschaft fiir wassrige Losungen. 
Bei der Dosierung von Tropfen in die Sensorareale wird die 
Gefahr des tfbertretens in eine benachbarte Kavitat durch 
die grabenartigen Strukturen, die fliissiges Material aufheh- 
men konnen, entscheidend vermindert. Gegeniiber einem 
flachigen Zwischenraum zwischen den Kompartiments wir- 
ken hier drei trennende Effekte, erstens die hydrophobe Ei- 
genschaft des Polyimids, das Volumen der grabenartigen 
Strukturen, die Fliissigkeit aufnehmen konnen, und die Kan- 
teneigenschaften der Mikrostrukturen die Tropfen wie an 
der Kante einer planen Rache am AbflieBen hindern. 

Zum Dosieren und auch Absaugen der verwendeten Lo- 
sungen werden Kapillarcn dcrart ausgczogen, daB der Au- 
Bendurchmesser an ihrer Spitze ca. 2-10 um betragt. Die 
Kapillarenspitzen sind damit im Verhaltnis zu den einzelnen 
Arraypositionen relativ klein. Die mit diesen Kapillaren ge- 
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trennt abgebbaren Volumina sind im unteren nl-Bereich da- 
mit in Relation zum Gesamtvolumen in einem Mikrokom- 
partiment oder in einem Mikrokapillarreaktor ebenfalls sehr 
klein, da sie ca. 5-10% dieses Gesamtvolumens betragen. 
Altemativ werden mit Piezo-Dosierkopfen pl-Mengen der 5 
entsprechenden Losungen bertihrungslds in Mikrokomparti- 
ments oder in einen Mikrokapillarreaktor eingebracht. Hier- 
bei ist die Dimension des auftreffenden pl-Tropfenstrahls in 
Relation zur Dimension des Arrayposition noch geringer. 

Fur das Dosieren verschiedener Losungsmittel mit den 10 
Glaskapillaren wurde die Polaritat der AuBenseite der Glas- 
kapillaren duxch chemische Modifikation entgegen der Pola- 
ritat des jeweils verwendeten Losungsmittels eingestellt. So 
konnen nach Hydrophobisierung der AuBenseite der Kapil- 
laren mit Chlorsilan wassrige Losungen definiert und ver- 15 
lustfrei dosiert werden, da eine retrograde Wanderung von 
aus der Kapillarenspitze ausgetretenen Tropfen nicht mehr 
crfolgt. Fiir die Dosicrung organischcr Losungsmittel \yird 
die umgekehrte Losung verwendet. Mit hydrophiler AuBen- 
seite der Kapillarenspitze ist retrogrades Wandem der aus- 20 
getretenen Tropfen nicht mehr moglich. . , . 

Die Verdunstung von wassrigen Losungen karin im Falle . > 
planarer Strukturen und Mikrokompartim'ents wirksarn 
durch Lagerung unter gesattigter Wasserdampfatmospnare : . 
verhindert werden. Es besteht zudein die Moglichkeit, Volu- 25 
menverlust durch Verdunstung mittels aufgelegten oder auf- 
geklebten Folien zu verhindern. Ohne dieseMaBnahmeneiv 
folgt bei planaren Strukturen , innerhalb 0,5 min und bei Mi- [ \ 
krokompartiments innerhalb weniger Minuten das Abtrock- 
nen der aiifgebrachten Fliissigkeiten. 30 

DasFullen und Absaugen kann ebenso durch das. Aufset- 
zen eines komplementaren Stempels 20 entsprechend Fig. 3, 
vorgenommen werden. Durch den Stempel werden wie in 
Fig. ,4 dargestellt rnehrere oder alle EinlaBoffhungen 11 der 
Mikrbkapillarreaktoren durch einen Verteilerkanal 18 im 35 
Stempel 20 miteinander verbunden. In gleicher Weise wer- 
den die verschiedenen AusfluBofFnungen 12 der Kapillarre- 
aktpren im Array durch die Verteilerkanale 19 miteinander 
, verbunden. Dies kann reihenweise oder fur das gesamte Arr ■ 
ray realisiert werden, so daB mit EinlaB- und AuslaBoffnung 40 
16 bzw. 17. das gesamte , Mikrokapillareaktorarray unter 
Dfuck gespiilt oder beschickt werden kann. Dazu wird Hiis- 
sigkeit mit Schlauchen aus entsprechenden Reservoirs oder 
Befullungsapparaturen in die EinlaBoffnung 16 zugefiihrt . 
und durch die AuslaBoffriungeri 17 im- Stempel durch das 45 
zweite Kanalsystem wieder abgefuhrt. Solche Stempel kon- 
nen bevorzugt aus dichtenden Polymeren oder gummiarti- 
gen Materialien wie z. B. Silikonen,- Polyamiden oder Poly- 
. kohlenwasserstoffen hergestellt werden. Es sind aber auch; 
Metall- oder Siliziumstempel mit diinnen elastischen Dich- , 50 
tungen geeignet. Im Falle von Grlas- oder Siliziummateria 7 , 
lien konnen besonders vorteilhaft die ublichen Atzverfahren \ 
zum HersteUen von Mikrostrukturen verwendet \yerdeh. 

Nach Reaktionen in den Arrays und/oder Immobilisation 
von Molekulen auf den Bodenflachen der Kompartiments, 55 
die sich auf den, Substraten oder Sensorelementen befinden, 
kann ebenso wie fur die einfachen Mikrokompartimentar- t 
rays beschrieben die Materialschicht, die den Mikrokapillar- 
reaktor bildet, entfernt werden. ErfindungsgemaB wird auf - 
diese Weise ein planares Molekularray ohne niechanische 60 
Hindernisse zwischen Einzelpositionen erzeugt. 
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Ausftlhrungsbeispiele 
Beispiel 1 

Herstellung eines elektrischen Sensorarrays 

Mikroelektrodenstxukturen entsprechend Fig. 1 werden in 
Standard-siiizium-technologie hergestellt. [K. Reimer et al., 
Sensors and actuators, A 46/47(1995)66]. Dazu wird 
500 nm dickes thermisches Oxid auf 4 M -Siliziumwafern er- 
zeugt. Auf dem Oxid wird Lack photolithografisch so struk- 
turiert, daB die Konturen der Elektroden fur die Elektroden- 
strukturen freiliegen. Das Elektrodenystem gemaB Details 
in Fig. la besteht aus kammartigen Elektrodenbandern mit 
1,5 pm Breite im Abstand von 800 nm. Die Elektrodenban- 
der sind uber Leiterbahnen (nicht sichtbar) unter der Isolie- 
rung 3 mit den Kontaktflachen 10 verbunden. Es sind 12 
Scnsorarraypositioncn in cincr 4x4 Matrix mit Arrayposi- 
tionen von 300 um Durchmesser auf dem Sensorarray ange- 
ordhet. Die Abstande der Sensorarraypositionen betragen 
400 um, so. daB ein aktives Sensorarraygebiet von ca. 
2,5 mm x 2*5 mm entsteht. 

Der mit Siliziumdioxid beschichtete Wafer wird mit einer 
photolithographischen Maske mit den Strukturen der Elek- 
troden versehen. Eine 20 nm dicke Htanhafu>chichl und eine 
150 nm dicke Goldschicht werden auf die gesamte Oberfla- 
che mittels Elektronenstrahl aufgedampft. Durch einen Lift 
off-ProzeB wird alles Material zwischen den Elektroden, 
Leiterbahnen und Kontakten beseitigt. Der Wafer wird an- 
schlieBend mit einer 400 nm dicken Silizium-oxinitrid- 
schicht bedeckt, die im Plasma durch chemische Abschei- 
dung (PECVD-SiN x :H) erzeugt wird. Im folgenden werden 
die Arraypositionen und die auBenliegenden Kontaktflachen 
durch reaktives chemisches TVockenatzen bis auf die Gold- 
ftachen freigelegt. Nach Aufschleudem eines Schutzlackes 
wird der Wafer von der Ruckseite entsprechend der vorgese- 
henen Einzelchipkanten ca. 250 um tief von der Ruckseite 
eingesagt, 

Beispiel 2 

Aufbau von Mikrokompartiments mit vorgefertigten Poly- 
meren durch HeiBsiegeln 

Elektrische Sensorarrays, die nach Beispiel 1 hergestellt 
worden sind, werden mit Aceton im Ultraschallbad von 
Schutzlack befreit und mehrmals mit Alkohol und Reinst- 
wasser gewaschen. Im folgenden Schritt werden sie im Wa- 
ferverbund durch das Auflaminieren einer vorher perforier- 
ten 400 um dicken Polypropylen-Folie mit Mikrokomparti- 
ments belegt. Die Perforation entspricht dabei den GroBen 
der Sensorarraypositionen und der Kontaktflachen. Das 
Auflaminieren geschieht mittels Erwarmung durch einen 
Stempel. Es werden ca. breite Streifen 200 pm um die Ar- 
raypositionen herum versiegeit. Die Justage der mittels ei- 
nes Vakuumstempels in WafergroBe aufgebrachten Folie 
wird mittels Justiermarken auf der Waferoberflache durch 
opdsche Kontrolle vorgenommen. Der auf -20°C gekuhlte 
Wafer wird endang der gemaB Beispiel 1 vorgesagten Chip- 
kanten gebrochen, so daB die einzelnen Chips erhalten wer- 
den. ■ 


Beispiel 3 

65 Aufbau von Mikrokompartiments mit vorgefertigten Poly- 
meren durch Laminieren 


Optische Sensorarrays, die aus Glaswafern bestehen, die 
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homogen mit einer lichtleitenden Schicht aus Siliziumoxini- 
trid sowie einer Siliziumdioxidschicht von ca. 20 nm verse- 
hen sind, werden gernaB Beispiel 1 von der Riickseite ange- 
sagt. AnschlieRend werden sie mit Aceton im Ultraschall- 
bad von Schutzlack befreit und mehrmals mit Alkohol und 
Reinstwasser gewaschen. 

Im folgenden Schritt wird ganzflachig eine 0,3 mm Poly- 
propylenfolie mittels riickstandsfrei ablosbaren Klebers be- 
festigt. Nach dem Auflegen einer 0,6 mm starken Loch- 
maske aus geatztem Silizium wird mit einer Lochanordnung 
die den gewiinschten Arraypositionen und Mikrokomparti- 
ments entspricht, mittels reaktivem Trockenatzen das poly- 
mere Material entsprechend den Arraypositionen bis zur Si- 
liziumdioxidschicht weggeatzt Dazu benutzt man reaktives 
Plasma. Der auf -20°C gekuhlte Wafer wird entlang der ge- 
maB Beispiel 1 vorgesagten Chipkanten gebrochen, so daB 
die einzelnen Chips erhalten werden. 

Beispiel 4 

Aufbau von Mikrokapillarreaktoren' 

Elektrische Sensorarrays, die nach Beispiel 1 hergestellt 
worden sind, werden mit Aceton im Ultraschallbad von 
Schutzlack befreit und mehrmals mit Alkohol und Reinst- 
wasser gewaschen. Im folgenden Schritt werden sie durch 
Kleben analog Beispiel 1 3 mit einer vomer perforierten 
0,5 mm dicken Polyamidscheibe im Waferformat versehen, 
Zur Erzeugung der Mikrokapillarreaktoren werden vorher in 
die Polymerscheibe die 100 urn langen" Verbindungskanale 
eingepragt. Die Ein- und AuslaBoffhungen werden wie die 
Mikrokompartiments in Beispiel 3 hergestellt. Die EinlaB- 
offnungen haben 200 um und die AuslaBoffhungen 300 um 
Durchmesser. Der auf 20°C gekuhlte Wafer wird entlang 
der gemaB Beispiel 1 vorgesagten Chipkanten gebrochen, so 
daB die einzelnen Chips erhalten werden. 

Beispiel 5 

Aufbau von Mikrokompartiments mit photolithopraphisch 
strukturierten Polymeren 

Elektrische Sensorarrays im Waferverband nach Beispiel 
1 werden mit Aceton im Ultraschallbad von Schutzlack be- 
freit und mehrmals mit Alkohol und Reinstwasser gewa- 
schen. AnschlieBend werden sie im Spin coat-Verfahren mit 
Teflon AF (DuPont) mit einem 15 um dicken Film beschich- 
tet. Zuvor wird der gesamte Wafer mit dem zugehOrigen 
Haftmittel (DuPont) benetzt. Nach Ausbacken der Teflon- 
schicht bei 150°C fur 20 Minuten wird eine photolithogra- 
phische Maske mit den Strukturen der Arraypositionen so- 
wie der grabenartigen Vertiefungen gemaB 15 in Fig. 3a und 
der Kontaktflachen aufgebracht. Das Teflon wird mittels re- 
aktivem Trockenatzen von den Gebieten der Arraypositio- 
nen und der Kontaktflachen sowie der grabenartigen Struk- 
turen bis zu den Oberflachen der Elektroden bzw. der Sub- 
stratoberflache freigelegt, 

• Alternativ zu Teflon AF kann die Polymerschicht auch 
aus Standard-Polyimid hergestellt und identisch strukturiert. 
Der Wafer wird entlang der gemaB Beispiel 1 vorgesagten 
Chipkanten gebrochen, so daB die einzelnen Chips erhalten 
werden. 

Beispiel 6 

Immobilisierung von Oligonukleotiden auf Sensorarrays 
Ein nach Beispiel 3 hergestellter Chip wird auf einen Ke- 
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ramiktrager mit ublichen Leiterbahnen niontiert und draht- 
gebondet. Durch Aufkleben eines polymeren Formteils aus 
Polysiloxan entlang der Chipkanten, das die aktiven Elek- 
trodengebiete eingrenzt, wird ein ReaktionsgefaB von ca 
5 5 mm Durchmesser auf dem Chip befestigt. In dieses Reak- 
tionsgefaB wird eine 5 mm Losung von 11-Merkapto-unde- 
canyl-amin in Cyclohexanon, eingefullt, abgedeckt und bei 
Raumtemperatur fiir 5 Stunden belassen. Die Belegung der 
Elektroden durch Self-assembling wird kontrolliert durch 
eine online-Impedanz-Messung (EG&G Model 398). 

Diese Belegung der Metalloberflachen kann alternativ 
auch vor dem Brechen und Vereinzeln der Chips durch Tau- 
chen des gesamten vorher endackten Wafers in die analogen 
Losungen vorgenornmen werden. 

Die nun mit Aminofunktionen derivatisierte lOberflache 
des Chips wird anschlieBend mit einem Tropfen (0,1-10 pi) 
20 mM Tolylen-2,4-diisocyanat (TDI) in Essigsaureethyle- 
stcr (EEE) bei Raumtemperatur wahrend 10-60 min inku- 
biert. Es wird mit EEE gewaschen und getrocknet. 

Nach Waschen eines so aktivierten Chips mit neutraler 
Phosphatpufferlbsung werden mittels Mikrokapillardosie- 
,rung nacheinander in jede Sensorarrayposition je 5nl 
24mer-01igonukleotid eingebracht, die am 5'-Terminus eine 
Jodoacetyl-Gruppe tragen. 

Die Nucleotidsequenz isl an jeder Arrayposidon unter- 
schiedlich entsprechend der zu analysierenden verschiede- 
nen Ziel-DNA-Molekiile. Dabei entsprechen die'Reaktions- 
fliissigkeiten den Volumina der Mikrokompartiments. Die 
Kopplungsreaktion erfolgt spontan wahrend einer Stunde 
bei Zimmertemperatur. Nach erfolgter kovalenter Anbin- 
dung wird das elektrische Sensorarray mit SSPE-Pufifer 
(0,9 M NaCl, 50 mM NaH 2 P0 4 , 5 mM Na 2 EDTA, pH 7,5) 
gewaschen. 

Die vorstehend genannten strukturierten Polymerbe- 
schichtungen werden durch mechanisches Peeling von den 
Chips entfemt. 

Beispiel 7 

Immobilisierung von Antigen-Proteinen auf Sensorarrays 

Ein nach Beispiel 5 hergestellter Chip wird auf einen Ke- 
ramiktrager mit ublichen Leiterbahnen monuert und draht- 
gebondet. 

Durch Aufkleben eines polymeren Formteils aus Polysi- 
loxan entlang der Chipkanten, das die aktiven Elektrodenge- 
biete eingrenzt, wird ein ReaktionsgefaB von ca 5 mm 
Durchmesser auf dem Chip befestigt. Die in diesem Ring 
liegenden Flachen werden mit Alkohol und destilliertem 
Wasser gewaschen. 

Direkt danach erfolgt eine Silanisierung der Oberflachen 
in den Arraypositionen durch Inkubation in Toluol unter 
Zugabe eines Silans (z. B; Aminopropyltriethoxysilan; Iso- 
cyanatopropyltriethoxysilan; Glycidoxypropyltrimethoxysi- 
lan) ad 1-5% (v/v) bei 40^80°C wahrend 1-30 h. Nach 
mehrfachem Waschen in Toluol wird im Trockehofen wah- 
rend 0,5-2 h bei '60-80°C getempert. Die derartig mit se- 
kundaren chemischen Funktionen derivatisierten Oberfla- 
chen werden anschlieBend direkt mit einem Tropfen 
60 (0,1-10 pi) 20 mM Tolylen-2,4-diisocyanat (TDI) in Essig- 
saureethylester (EEE) bei RT wahrend 10-60 min inkubiert. 
Nach Waschen mit EEE wurde nach Trocknen in jedes Mi- 
krokompatiment ein Tropfen (0,1-10 pi) einer anderen An- 
tigen-Proteinlosung (cprotein ca. 1-10 mg/ml in Carbonatpuf- 
65 fcr odcr Phosphatpuffcr pH 9,5) aufgegeben und bei RT 
wahrend 0,1-2 h inkubiert. 

Die vorstehend genannten strukturierten Polymerbe- 
schichtungen werden durch mechanisches Peeling von den 
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Chips entfernt. 

Beispiel 8 

. An wendung eines S tempels zur Affinitatsbindung von DNA 5 
auf Sensorarrays 

Elektrische Sensorarrays werden nach Beispiel 1 herge- 
stellt, wobei die Aktuatoren als interdigitale Elektroden ge- 
staltet sind [M. Paeschke et al., Analytica Chimica Acta 10 
305(1995)126], Nach Beispiel 4 werden sie mit Mikrokapil- 
larreaktoren versehen und nach Beispiel 6 mit verschiede-. 
nen Oligonucletiden belegt. 

Ein Stempel entsprechend Fig. 4 wird unter mechani- 
schem Druck auf dem Array befestigt. AnschlieBend wird 15 
DNA-Analyt als Gemisch durch den Stempeleingang 16 in 
die Mikrokapillarreaktoren eingefiillt. Es wird Analyt-DNA 
vcrwcndct, in wclchc bci dcr konvcntioncllcn Vcrviclfalti- 
gung der DNA mittels PGR biotinylierte Primer Biotin-Re- 
ste eingefuhrt wurden. Die Analyt-DNA in SSPE-Puffer 20, 
wird mit Denhardt's Losung (0,5 g Ficoll, 0,5 g Polyvinyl- 
pyrrolidon, 0,5 g RSA in 0.51 H 2 0) in eine Konzentratioii 
von 1 ug/ml iiberfuhrt und auf das Sensorarray aufgegeben 
und bei Raumtemperatur 2 Stunden inkubiert Zur Entfer- 
nung uberschussiger Analyt-DNA wird bei 40°C iirit -S.SG-. 25 
Puffer (52,6 g NaCl, 26,5 g Na-Citrat in 0,81 H 2 0) gewa- . 
schen, indem die Spiilflussigkeit unter Druck durch .Stempel 
und Reaktoren gespiilt und an den Ausgangs6ffnungen. l7 . 
entnommem wird, • - 

Die Detektion gebundener DNA crfolgt nach Markiere- 30 
rung mit Stretpavidin/alkalische Phosphatase^onjugaten i< 
und erneutem Waschen durch elektrochemisches Redox-Re- 
cycling [Hintsche et al., in Frontiers in Biosensorics/Funda- 
mental Aspects, eds. F. W. Scheller et al., Birkhauser Verlag ' 
Basel/Switzerland 1997, p 278] an jeder Arrayposition. 35 

Bedeutung der Numerierung 

lSubstrat- 

2 Diinnfilmelektrode 40 

3 Polymerschicht 
4Lochmaske ; 

5 Mikrokompartiment . , 

6 Russigkeitstropfen mit Molekulart A 

7 Russigkeitstropfen mit Molekulart B - 45 

8 Immobilisierte Molekiilart A > . ' . ■, * 

9 Immobilisierte Molekulart B ■ .o .:V . 

10 Chipkontakt 

11 Kapillarreaktor-Einlafi ; . .- , ' . 

12 Kapillarreaktor-AuslaB . . M , - 50 

13 Kapillarreaktor-Kanal . 

! 14 Photolitographische Maske . r . . • - ; : , ^ 
15 grabenartige Mikrostruktur . 

16 Stempeleinlassofnung ■ ' \ 'i r -i > 

17 Stempelauslassofnung \ . . , - . . .55 

18 Stempeleinlassverteilerkanal 

19 Stempelauslassverteilerkanal 

20 Stempel aus Polymer 

Patentanspriiche 60 

1 . Verfahren zur Herstellung eines molekularen Arrays 
auf dem Molekiile mittels Mikrokompartiments oder 
Mikrokapillarreaktoren auf planaren Substraten oder 
Scnsorclcmcntcn immobilisicrt werden, dadurch ge- 65 
kennzeichnet, dafi moiekulare Arrays mit planaren 
Oberflachen erzeugt werden. 

2. Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekenn- 
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zeichnet, dafi temporal Mikrokompartiments in zu- 
satzlich aufgebrachten Schichten und Offhungen mit 
Zugang zur Oberflache auf planaren Substraten oder 
Sensorelementen erzeugt werden. 

3. Verfahren gemafi Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi ternporare Mikrokorapartiments 
durch zusatzlich aufgebrachte perforierte Schichten 
mit Offnungen und Zugang zur Oberflache auf plana- 
ren Substraten oder Sensorelementen erzeugt werden. 

4. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dafi jeweils 2 Mikrokomparti- 
ments durch einen Kanal miteinander zu einem Mikro- 
kapillarreaktor verbunden werden, wobei dessen Bo- 
den von der Oberflache der planaren Substrate oder 
Sensorelemente gebildet wird. 

5. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Mikrokompartiments 
oder die Mikrokapillarreaktoren aus polymcrcn, oder 
metallischen oder mineralischen Materialien bestehen. 

6. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die planaren Substrate oder 

: Sensorelemente aus polymeren, oder metallischen oder 
mineralischen MateriaUen bestehen. 

7. Verfahren gemafi einem, der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Sensorelemente viel- 

* fach angeordnete optische oder elektrische Transducer 
. sind. , 

8. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dafi zur temporaren Ausbildung 

. der Mikrokompartiments oder! Mikrokapillarreaktoren 
die Materialien wiederablosbar mit dem Substrat oder 
verbunden werden. 

9. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, dafi in den Schichten fur die Er- 
zeugung der Mikrokapillarreaktoren oder Mikrokom- 
partiments vorab Perforationen oder gepragte Struktu- 
ren erzeugt worden sind, die den Mikrokompartiments 
oder Mikrokapillarreaktoren entsprechen bzw. durch 
zusatzliche Schritte aus vorgefertigten Teilstrukturen in 
diese umgeformt werden kSnnen. 

10. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Mikrokompartiments 
oder .Mikrokapillarreaktoren durch photolithographi- 
sche Prozesse in Kombination mit Nafiatzverfahren 
oder reaktiven Trockenatzen an den gewiinschten Stei- 
len durch Schaffung der entsprechenden Volumina der 
Mikrokompartiments oder Mikrokapillarreaktoren er- 
zeugt werden. 

11. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Flache in Mikrokom- 
partiments oder Mikrokapillarreaktoren, die an die 
Substrate oder Sensorelemente grenzen, fur chemische 
Reaktoren frei zuganglich sind 

12. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, dafi . die Materialien der Mi- 
krokompartiments oder Mikrokapillarreaktoren physi- 
kalisch oder chemisch entfemt werden. 

13. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, dafi ein den MaBen der Mi- 
krokapillarreaktoren angepafiter Stempel, der mit flui- 
dischen Kanalen ausgeriistet ist, durch Aufsetzen auf 
die Mikrokapillarreaktoren zur paarweisen, reihenwei- 
sen oder gesamten Behandlung mit Flussigkeiten be- 
nutzt werden kann. 

14. Molckularcr Array crhaltlich durch cin Verfahren 
nach einem der Anspriiche 1 bis 13. 

15. Verwendung eines molekularen Arrays nach An- 
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spruch 14 zur Affiriitatsbindung von DNA. 
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